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RESUMO

BARBOSA, WERONA DE OLIVEIRA. Evidéncia sorologica e molecular de erliquiose
canina no municipio de Patos. Patos, UFCG. 2012, 66 p. (Monografia submetida ao curso
de Medicina Veterindria como requisito parcial para a obtencdo do grau de Médico
Veterinario).

A erliquiose é uma das mais importantes enfermidades infecciosas na clinica médica de
caninos, sendo a mais comum entre as infec¢cdes transmitidas por carrapatos aos caes. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar, por meio de sorologia e técnicas moleculares,
a ocorréncia da erliquiose canina no municipio de Patos, Paraiba, Brasil, além de comparar
a sensibilidade e especificidade das técnicas utilizadas. Foram analisadas 100 amostras de
sangue oriundas de cdes domiciliados, escolhidos aleatoriamente. A Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) detectou 65% de animais positivos, a Reacdo em
Cadeia pela Polimerase convencional (PCRc) 84% e a PCR em tempo real (QPCR) 95%.
Apenas um animal foi negativo nos trés testes. Apenas 1 (uma) amostra foi positiva na
RIFI e negativa nas técnicas PCR e qPCR. Quando as técnicas PCRc e qPCR foram
comparadas para avaliar sensibilidade e especificidade, o indice Kappa apresentou grau de
concordancia fraco, justificado pela capacidade da qPCR em detectar baixas quantidades
de DNA e do gene utilizado como alvo ter uma maior nimero de cdpias quando
comparado ao da PCRc. Através da associac@o entre a RIFI, PCR e a qPCR foi possivel
identificar 51% de animais infectados com E. canis. Pela andlise multivariada, as varidveis
identificadas como fatores de risco foram a idade do animal (Odds ratio = 1,6869/ IC 95%
= 1,15 - 2,48/ p = 0,0079) e o ambiente de criagdo (Odds ratio = 2,2596/ IC 95% = 1,02 -
4,99/ p = 0,0437). A Ehrlichia canis apresenta uma alta prevaléncia no municipio de
Patos-PB e, quando comparadas a sorologia, a PCR e a qPCR foram eficientes na
identificacdo de casos agudos e cronicos.

PALAVRAS-CHAVE: Prevaléncia, diagnéstico, bactéria, Nordeste.



ABSTRACT

BARBOSA, WERONA DE OLIVEIRA. Serological evidence and molecular canine
ehrlichiosis in the city of Patos. Patos, UFCG. 2012, 66 p. (Monograph submitted to the
Veterinary Medicine course as partial fulfillment for the degree of Doctor of Veterinary
Medicine).

The ehrlichiosis is one of the most important infectious diseases in the canine medical
clinic, the most common infection transmitted by ticks to dogs. This study aimed to
evaluate, by serology and molecular techniques, the occurrence of canine ehrlichiosis in
the city of Patos, Paraiba, Brazil, and compared the sensitivity and specificity. We
analyzed 100 canine blood samples. The Immunofluorescence Assay (IFA) detected 65%
positive animals, conventional Polymerase Chain Reaction for (cPCR) 84%, and real-time
PCR (qPCR) 95%. Only one animal was negative in all three tests. Only one (1) sample
was positive by IFAT and negative by PCR and qPCR. When the cPCR and qPCR
techniques were compared to evaluate sensitivity and specificity, Kappa coeffiecients
showed poor agreement justified by qPCR ability in detecting low amounts of DNA and
the target gene has a larger number of copies. The association between IFT, cPCR and
qPCR was possible to identify 51% infected animals with E. canis. Multivariate analysis of
risk factors identified two variables: age (Odds Ratio = 1.6869 / 95% CI =1.15t02.48 / p
= 0.0079) and rearing environment (Odds Ratio = 2.2596 / 95% CI = 1.02 to 499 / p =
0.0437). The Ehrlichia canis has a high prevalence in the city of Patos-PB and compared
to serology, cPCR and qPCR were effective in identifying acute and chronic cases.

KEYWORDS: Prevalence, diagnosis, bacteria, Northeast



1 INTRODUCAO

A erliquiose ¢ uma das mais importantes enfermidades infecciosas e esta
distribuida mundialmente. Esta enfermidade acomete caninos, outras espécies domésticas,
animais silvestres € o homem, sendo a mais comum entre as infec¢des transmitidas por
carrapatos aos caes.

Nos ultimos anos, a erliquiose tem sido identificada como causa crescente de
morbidade e mortalidade de caninos e, em alguns paises, do homem. A sua ocorréncia vem
aumentando significativamente em virtude da maior exposi¢do a locais onde € comum a
presenca do vetor, o carrapato Rhipicephalus sanguineus, conhecido como o “carrapato
marrom do cdo”, que se encontra disseminado por toda drea urbana e rural do Brasil.

Atualmente, j4 s@o conhecidas na América do Sul as espécies Ehrlichia ewingii e
E. canis, sendo esta ultima responsdvel pela Erliquiose Monocitica Canina (EMC). No
sudeste do Brasil, a EMC € a mais importante doenca infecciosa de caes.

A EMC caracteriza-se por uma desordem multissistémica, de sintomatologia
complexa, que varia em intensidade de acordo com a fase clinica da doenca. A ampla
varia¢do do quadro clinico, aliado ao longo periodo de portador e a natureza nidicola do R.
sanguineus contribuiram para a disseminag¢do da E. canis, tornando-a uma das doengas
infecciosas mais diagnosticadas nos paises tropicais.

O diagnéstico presuntivo da EMC é obtido com base nos sinais clinicos e achados
laboratoriais, porém a confirmacdo se dd pela visualizacio de morulas em exame de
esfregaco sanguineo nos leucdcitos circulantes, titulacdo de anticorpos anti- E. canis ou
ainda pela amplificacio de genes de E. canis com testes moleculares.

A erliquiose canina no Brasil vem apresentando casuistica crescente em hospitais
e clinicas veterindrias, sendo considerada como uma das mais importantes doencas
transmissiveis na clinica de pequenos animais, fato este observado principalmente pela
elevada infestacdo do carrapato vetor.

A descoberta da Erliquiose Granulocitica Humana (EGH) e o isolamento da
Ehrlichia chaffeensis em seres humanos mostraram que a erliquiose ndo € apenas um
problema para os animais. Atualmente, sabe-se que o agente causador da EGH também
pode infectar naturalmente vérias espécies domésticas. Da mesma forma, a EMC pode ser
patogénica para seres humanos, sendo os organismos causadores de erliquiose humana

clinicamente indistinguiveis das espécies que acometem os animais. Relatos recentes
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indicaram que E. canis pode causar infec¢des sintomdticas ou assintomdticas em humanos,
com evidéncias soroldgicas de erliquiose humana na Argentina e Brasil.

O objetivo desse trabalho foi determinar a prevaléncia da Erliquiose Monocitica
Canina causada por E. canis no municipio de Patos-PB e os possiveis fatores de risco

envolvidos na ocorréncia da doenca.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A erliquiose canina foi descrita pela primeira vez na Argélia em 1935, por Donatien
e Lestoquard, que observaram organismos nas células mononucleares circulantes de caes
infestados por carrapatos, o vetor da doenga. Este organismo foi chamado inicialmente de
Rickettsia canis. Posteriormente, em 1945, foi renomeado como Ehrlichia canis, em
homenagem a Paul Ehrlich, por Moshkovski (HARRUS et al., 1997; ALMOSNY, 2002).
A doenga adquiriu um significado especial durante a guerra do Vietna (1959-1975), onde
foi reconhecida como causa da morte de centenas de cdes do exército americano
(RIKIHISA et al.,, 1992b). Desde entdo, sdo intimeros os relatos da doenca em todo o
mundo.

O primeiro caso de erliquiose canina descrito nas Américas ocorreu em 1957, na
regido das Antilhas Holandesas. A infeccdo foi associada a Babesia canis (ALMOSNY,
2002). Em 1963, houve o primeiro relato de caso da doenca nos EUA, no Estado de
Oklahoma, identificada através de inclusdes celulares no esfregaco sanguineo de um cao
portador de babesiose (RIKIHISA, 1991; ALMOSNY, 2002).

O primeiro relato no Brasil ocorreu em Belo Horizonte, através da observacio de
moérula em linfécito de cdo, chamando atencdo dos clinicos e patologistas sobre a presenca

da infec¢@o no Brasil (COSTA et al., 1973).

2.2 Género Ehrlichia

A erliquiose pode ser causada pelos géneros Ehrlichia e Anaplasma. Ambos
pertencem a ordem Rickettsiales, sendo a Ehrichia e a Anaplasma pertencentes a familia
Anaplasmataceae. Os representantes destas familias sdo parasitas intracelulares
obrigatérios com ciclo de vida envolvendo hospedeiros invertebrados e vertebrados
(DUMLER et al., 2001).

A E. canis é um microrganismo Gram-negativo, pequeno € pleomorfico, que se
replica no citoplasma dos leucdcitos circulantes do hospedeiro (CORREA; CORREA,
1992). A principio, sdo observados no interior de mondcitos e neutréfilos formando

inclusdoes denominadas de morula. As mérulas medem cerca de 1.0 a 6.0 um de largura e
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contém de 1 a 40 organismos. Ao deixar a célula sem rompé-la, cada corpuisculo contido
no interior da moérula ird infectar uma nova célula (ANDEREG; PASSOS, 1999).

Inicialmente, as erliquiais eram classificadas de acordo com a célula sanguinea
comumente infectada, por exemplo, as espécies dentro do género Ehrlichia foram
divididas em formas monociticas (E. canis e E. risticii), granulociticas (E. ewingii e E.
equi) e trombociticas (A. platys), entretanto este tipo de classificacdo foi considerada
imprépria porque a mesma espécie de Ehrlichia pode ser encontrada em outras células que
ndo a sua principal célula-alvo (COHN, 2003; USA, 2012).

O uso de métodos moleculares, tais como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) seguida de sequenciamentos genéticos de espécies encontradas em vdrias regides do
mundo, permitiu novos agrupamentos e classificacoes taxondmicas das erliquias.
Atualmente, trés genogrupos distintos do género Ehrlichia sao identificados com base nas
similaridades do gene 16S rRNA . Conforme a reclassificacdo, o genogrupo 1 manteve o
nome genérico Ehrlichia, os membros do genogrupo 2 passaram a se chamar Anaplasma, e
do genogrupo 3 tornaram-se Neorickettsia (DUMLER et al., 2001).

Dumler et al. (2001), incorporando informacdes de biologia molecular referentes
aos genes 16S rRNA e groESL, reclassificaram a familia Anaplasmataceae. Algumas
espécies foram transferidas para o género Anaplasma: Anaplasma platys (antiga E. platys),
A. phagocytophilum (juncdo entre E. equi e E. phagocytophila), A. bovis (antiga E. bovis);
outras para o género Neorickettsia: Neorickettsia risticii (antiga E. risticii) € N. sennetsu
(antiga E. sennetsu). Por outro lado, a espécie Cowdria ruminantium foi inserida no género
Ehrlichia, passando a ser E. ruminantium. Atualmente, o género Ehrlichia contempla seis
espécies: E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris e E. ruminantium (Tabela 1). Uma
sexta espécie foi identificada por Kawahara et al. (2004) no Japao, isolada de carrapatos

Ixodes ovatus, sendo designada como Candidatus Neoehrlichia mikurensis
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Tabela 1. Esquema de classificagdo antiga e atual das principais espécies do género
Ehrlichia, Anaplasma e Neorickettsia e suas respectivas células alvos e hospedeiros.

Class1f.ica§a0 Classificacao atual Células-alvo Hos.pet.len:os
antiga principais
Genogrupo I
Ehrlichia canis Ehrlichia canis Mononucleares Caninos
Ehrllchlq Ehrlichia chaffeensis Mononucleares Humanos
chaffeensis
Ehrlichia ewingii Ehrlichia ewingii Granuldcitos Caninos
Co‘wdr‘z “ Ehrlichia ruminatium Endoteliais Ruminantes
ruminatium
Genogrupo 1I
Ehrlichia . Anap lasma' Granuldcitos Ruminantes
phagocytophila phagocytophila
Ehrlichia equi Anap lasma' Granuldcitos Equideos
phagocytophila
Erliquiose Anavlasma
Granulocitica ha OIZ ronhila Granuldcitos Humanos
Humana (EGH) pragocytop
Ehrlichia platys Anaplasma platys Plaquetas Caninos
Genogrupo 111
Ehrlichia sennetsu ~ Neorickettsia sennetsu ~ Mononucleares Humanos
Ehrlichia risticii Neorickettsia risticii Mononucleares Equideos
Neorickettsia Neorickettsia ~
. . Mononucleares Ciaes
helminthoeca helminthoeca

Fonte: Dagnone et al. (2001).

2.3 Importancia em Satde Pablica

A erliquiose tem sido motivo de grande interesse tanto para pesquisas em

medicina veterindria quanto para satide publica, em decorréncia das recentes descobertas

de infec¢do em humanos (STICH et al., 2008). A infec¢do no homem € conhecida como

febre da carraca, e ocorre se 0 mesmo for picado por um carrapato portador, € ndo pelo

simples contato com o cd@o infectado Os organismos causadores de erliquiose humana sdo

visualmente indistinguiveis das espécies que acometem os animais (INOKUMA et al.,

2005).

A erliquiose humana apresenta-se como uma febre aguda causada pela infec¢ao

de organismos intimamente relacionados com o género Ehrlichia e Anaplasma. Até o
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momento, pelo menos cinco agentes da familia Anaplasmataceae foram descritos
infectando humanos, incluindo a Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia canis,
Anaplasma phagocytophilum e Neorickettsia sennetsu (BAKKEN; DUMLER, 2006).

A erliquiose monocitica humana (EMH) causada pela E. chaffeensis, descrita em
1986 nos EUA, € transmitida ao homem pelo Amblyoma americanum, infectando,
preferencialmente, mondcitos e macroéfagos. Em 1994, também nos EUA, foi descrito o
primeiro relato de erliquiose granulocitica humana (EGH) em decorréncia da infec¢cdo por
A. phagocytophilum, transmitida por carrapatos Ixodes scapularis e I. ricinus.

Notavelmente, EGH tem sido relatada em todo o mundo, com o reconhecimento
da doenca clinica em pelo menos 14 diferentes paises da Europa e, provavelmente na
China, Sibéria, Russia e Coréia (PADDOCK; CHILDS, 2003). Na América do Sul sao
descritos casos de erliquiose humana na Venezuela, por E. canis e E. chaffeensis, através
da pesquisa de anticorpos e caracterizagcdo molecular dos agentes (PEREZ et al., 2006),
além de evidéncias sorolégicas na Argentina e no Chile (RIPOLL et al., 1999; LOPEZ et
al., 2003). No Brasil, hd a descricdo de casos suspeitos de erliquiose em pacientes no
Estado de Minas Gerais € o recente diagndstico molecular dos primeiros casos de
erliquiose humana no Estado de Sao Paulo (CALIC et al., 2004; COSTA et al., 2006;
ANGERAMI et al., 2006).

Sabe-se que o agente causador da EGH também pode infectar naturalmente varias
espécies animais. Da mesma forma, a erliquiose monocitica canina pode ser patogénica
para seres humanos. Casos fatais ocorrem em aproximadamente 5% dos pacientes
humanos com erliquiose monocitica (E. chaffeensis) e em 10% daqueles com a erliquiose
granulocitica (DUMLER et al., 1995).

Apesar de diferentes agentes etiologicos nos casos de EMH e EGH, as
manifestacdes clinicas e laboratoriais sao similares e caracterizadas por febre alta, cefaleia,
mialgia e mal-estar. O quadro clinico de erliquiose humana ndo é suficientemente
caracteristico para permitir um diagndstico, pelo contrdrio, suas manifestacdes sao
facilmente confundiveis com outras doencgas infecciosas como a Febre Maculosa
(PADDOCK; CHILDS 2003).

A ocorréncia de carrapatos R. sanguineus parasitando humanos no Brasil serve
para alertar para o risco da transmissdo de cada patégenos (A. platys e E. canis) para
humanos (DANTAS-TORRES et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 1999; RAMOS et al.,
2009).
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Os tnicos agentes que tem sido descritos causando doengas em humanos no Brasil
sdo R. rickettsii (ANGERAMI et al., 2006) e R. parkeri (SPOLIDORIO et al., 2010). R.
amblyommii € considerado um potencial patégeno para humanos, baseado em evidencias
sorologicas de doencas humanas causadas por este agente nos Estados Unidos
(APPERSON et al.,, 2008). Ainda nada se conhece sobre a patogenicidade do R.
rhipicephali e R. bellii em humanos. Finalmente, a infec¢cdo humana por E. canis tem sido
relatada na Venezuela, onde provavelmente os agentes vetores foram o R. sanguineus
(UNVER et al.,, 2001). Em adi¢do, um diferente agente erliquial de patogenicidade
desconhecida para humanos foi recentemente relatado infectando carrapatos Amblyomma

no sul do Pantanal do Brasil (MELO et al., 2011).

2.4 Aspectos Epidemiologicos

A EMC tem sido relatada em todo o mundo, especialmente em &reas tropicais e
subtropicais, causando alta morbidade e mortalidade (BIRCHARD; SHERDING, 2003).
Fatores epidemioldgicos relacionados as condi¢des climadticas, distribuicio do vetor,
populacdo em estudo, comportamento animal e habitat e a metodologia empregada na
investigacdo do agente podem influenciar os niveis de prevaléncia da erliquiose canina no
Brasil (DAGNONE et al., 2001). A incidéncia da doenca € mais comum nos meses mais
quentes onde hd um maior desenvolvimento do carrapato, podendo ser diagnosticada
durante todo o ano.

Segundo Bulla (2004), ndo existe uma predilecdo etdria para a erliquiose, porém
algumas racas sdo mais susceptiveis a doenca, incluindo aquelas que vivem em dreas
endémicas e as que sdo transportadas para estas regides (RIKIHISA et al., 1994;
DAGNONE et al., 2001; MYLONAKIS et al., 2004). Segundo Nyindo et al. (1980), o
pastor alemao apresenta uma maior suscetibilidade, mostrando a forma mais severa da
doenca com alta morbidade e mortalidade quando comparada a outras ragas. Nao tem sido
estabelecido predilecdo a idade ou género. Contudo, vérios outros trabalhos tem
demonstrado uma correlacdo entre idade e a soropositividade para E. canis. (COSTA Jr et
al., 2007; WATANABE et al., 2004; RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2005). Em relagdo a
associacdo de sexo ou raca, Watanabe et al. (2004) e Rodriguez-Vivas et al., (2005) ndo

encontraram nenhuma correlagdo. Sainz et al. (1996) ndo relataram diferencas entre ragas,
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entretanto houve associacdo entre a ocupacdo do cdo (cdo de guarda ou cdo guia) e
soropositividade para E. canis.

Manifestagdes da doengca podem ser afetadas pela patogenicidade de diferentes
cepas de E. canis e co-infec¢des com outros patégenos como B. canis e Hepatozoon canis,
transmitidas pelo mesmo vetor (GAL et al., 2008) .

Em zona rural, poucos estudos tém sido realizados e a epidemiologia da erliquiose
canina € pouco conhecida. Em &reas rurais dos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais,
foi observada uma prevaléncia de 4,8 e 5,94%, respectivamente, por meio de esfregacos
sanguineos (RODRIGUES et al.,, 2004). Porém, esta prevaléncia provavelmente estd
subestimada, j4 que poucos cdes com infeccdo aguda de E. canis apresentam morulas em
esfregacos sanguineos (WOODY; HOSKINS, 1991). Em Monte Negro (Ronddnia), a
prevaléncia foi de 37,9% em caes urbanos e 24,8% em caes rurais, a partir da técnica da
RIFI (AGUIAR et al., 2006). Sainz et al. (1996) e Dagnone et al. (2002) observaram que
cdes que habitavam drea urbana periférica ou rural tinham maiores riscos de infec¢do por
E. canis. De acordo com Carlos et al. (2007), o ambiente rural apresenta maior risco de
infeccdo, pois a situacdo socioeconOmica dificulta o controle do vetor e os cdes sdo
facilmente infestados por carrapatos.

A EMC ocorre em, aproximadamente, 20% dos caes atendidos em hospitais e
clinicas veterinarias em varios estados do Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil
(MACHADO, 2004). A maior prevaléncia observada € na regido Nordeste (43%) e a
menor na regido Sul do pais (1,70%) (BRITO, 2006). Algumas pesquisas demonstram que
a maioria dos caes atendidos em hospitais e clinicas veterindrias apresentam anticorpos
anti- E. canis e/ou DNA de E. canis quando avaliados pela PCR (DAGNONE et al., 2003,
BULLA et al., 2004).

Nos ultimos anos, vdrios estudos demonstraram a ocorréncia da doenca em
diferentes regides do Brasil. Os métodos diagndsticos usados, as regides e populagdes
estudadas, cdes urbanos e rurais, sadios e doentes, variam, mas independente destes
fatores, a EMC ocorre, sendo realmente considerada importante enfermidade canina
(RIECK, 2011). Vieira et al. (2011) enfatizaram que, mesmo assim, em algumas regides a
situacdo da EMC ¢ ainda desconhecida, sobretudo porque a maioria dos estudos com E.
canis em caes refere-se a populacdes atendidas em hospitais veterindrios ou infecgdes

experimentais.
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No Brasil, ha relatos de vdrias espécies de carrapatos parasitando os cides, no
entanto, a ocorréncia dessas espécies € resultante das caracteristicas epidemioldgicas
particulares de cada regido e do ambiente em que sdo criados. Segundo Labruna e Pereira
(2001), em caes criados em ambientes urbanos, sdo encontrados, na grande maioria,
carrapatos da espécie R. sanguineus. Ja os cades criados em dreas rurais ou suburbanas,
podem ser infestados por vérias espécies de carrapatos, pertencentes ao género Amblyoma.

No Brasil, a primeira ocorréncia de erliquiose em felinos foi relatada em 1998 que
observaram a presenca de morulas em leucdcitos mono e polimorfonucleares em
esfregaco sanguineo de um felino doméstico com achados clinico-laboratoriais
sugestivos de erliquiose felina (ALMOSNY et al., 1998). Ha relatos também de
deteccao de anticorpos para E. canis em um puma de vida livre (FILONI et al., 2006).
Recentemente, Oliveira et al. (2009) amplificaram E. canis em trés gatos domésticos em
Vigosa. Em felideos silvestres criados em cativeiros de zooldgicos brasileiros André et al.
(2010) detectaram anticorpos € DNA de E. canis, esclarecendo que maiores estudos sobre
a transmissdo devem ser realizados, bem como sobre a forma que esta doenca se
desenvolve nestes animais.

Na erliquiose monocitica canina, a transmissido ocorre através da secrecdo salivar
do carrapato ixodideo (UENO, 2009). A transmissdo entre animais se faz pela inoculagdo
de sangue proveniente de um c@o contaminado para um cao sadio, através da picada do
carrapato (BIRCHARD & SHERDING, 2003).

Os cées sdo o hospedeiro natural do R. sanguineus e o tinico animal importante na
manuten¢do da populacdo no ambiente (OYAFUSO et al., 2002). Esse artropode habita
ambientes urbanos e tem habitos nidicolas, vivendo em tocas, ninhos, € até mesmo em
esconderijos nos canis. Preferem se fixar nas regides do pescoco, orelhas, espagos
interdigitais e dorso. Uma vez ingurgitadas, as fémeas se desprendem do hospedeiro para o
ambiente, onde procuram locais escondidos, com temperaturas mais frescas e umidade
elevada (embaixo de coberturas vegetais, frestas, etc.), onde irdo colocar milhares de ovos
dando inicio a uma nova geracdo. Ao término da postura, as fémeas morrem, encerrando
uma geragdo de carrapatos. De cada ovo colocado, nasce uma larva, iniciando-se um novo
ciclo (SAO PAULO, 2004).

Os hospedeiros vertebrados mais comuns sdo os da familia Canidae (caes,
coiotes, raposa e chacal). Caes em dreas endémicas e aqueles que sdo transportados para

N

estas regides sdo susceptiveis a doenca. Canideos selvagens podem atuar como
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reservatorios da E. canis, tendo sido demonstrada infec¢do natural em um chacal (Lycaon
pictus), e experimental em um coiote, com E. canis e B. canis (ALMOSNY, 2002).
Segundo Dawson et al. (1991), a mérula da Rickettsia responsdvel pela erliquiose humana

nos EUA, assemelha-se bastante aquelas vistas em células infectadas por E. canis.

2.5 Patogenia e Sinais Clinicos

Trés principais espécies estdo envolvidas na ocorréncia da erliquiose canina: a E.
canis, que parasita mondcitos e causa a doenca com maior severidade (Erliquiose
Monocitica Canina), a E. ewingii que infecta granulécitos e produz uma infeccdo
subclinica (Erliquiose Granulocitica Canina) e a A. platys que se multiplica apenas em
plaquetas de caes causando a trombocitopenia ciclica canina (BOOL; STMOLLER, 1957).

Ao contrdrio das demais riquétsias, as erliquias se replicam dentro de fagossomos
da célula hospedeira. As células infectadas sdo transportadas especialmente ao pulmao,
rins e meninges, aderindo ao endotélio vascular e induzindo o aparecimento de vasculite e
infecc@o do tecido subendotelial (SIMPSON, 1974). Os efeitos da E. canis na circulagdo
sdo acompanhados pela supressao e/ou destruicao da medula dssea, que pode ser grave ou
ndo, dependendo do estdgio da doenca (WANER et al., 1995).

A bactéria passa por um periodo de incubacdo de uma a trés semanas passando,
em seguida, aos trés estdgios da doenca: fase aguda (inicio da infec¢@o), subclinica
(geralmente assintomdtica) e crOnica (nas infec¢Oes persistentes) (STADES, 1999;
TILLEY; SMITH, 2003).

A fase aguda € iniciada com um processo de hipertermia, apés incubagdo de 5 a
15 dias, variando entre os animais a intensidade do pico febril, assim como também a
gravidade dos sinais (ALMOSNY, 2002). Nesta fase o microrganismo entra nas células
mononucleares, se replica por fissdo bindria, antes de se disseminar para outros 6rgaos do
hospedeiro. Os sinais clinicos sdo inespecificos incluindo febre, secrecao ocular e nasal,
anorexia, depressdo, perda de peso, linfadenopatia, vasculite, tremores musculares e
poliartrite  (BELLAH et al., 1986). Os achados laboratoriais mais comuns sdo
trombocitopenia e leucopenia. A trombocitopenia na fase aguda pode ocorrer por aumento
no consumo de plaquetas pelo endotélio vascular inflamado, por aumento no sequestro
esplénico, destrui¢do imunomediada ou ainda por diminui¢do da vida média das plaquetas.

Ocorre também alteracdo na funcdo das plaquetas, com muitos animais apresentando
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sangramento superficial, mesmo com o nimero de plaquetas e perfil de coagulacdo
normais (ALMOSNY, 2002). Apés a fase aguda o animal pode se curar, ou entrar na fase
subclinica, onde os sinais clinicos desaparecem, mas a bactéria se mantém no organismo.
Esta fase pode persistir por anos (NYINDO et al., 1980; WANER et al., 1997).

Na fase subclinica, s@o observados elevados titulos de anticorpos, com alteragcdes
hematoldgicas mais discretas (ANDEREG; PASSOS, 1999; NAKAGHI et al., 2008).
Estudos relatam que cerca de 50% dos caes que desenvolvem a fase subclinica, a anemia
regride e a contagem de plaquetas retorna ao valor normal (ALMOSNY, 2002). Algumas
complicacOes podem ser encontradas nesta fase como depressdo, hemorragias, edema de
membros, perda de apetite, palidez de mucosas, uveite e cegueira (WOODY; HOSKINS,
1991). Em caes infectados experimentalmente, o achado laboratorial mais frequente na
infeccdo erliquial subclinica foi trombocitopenia, associada com altos titulos de anticorpos
contra E. canis (WANER et al., 1997). Caes imunocompetentes eliminardo o parasita
(HIBBLER et al., 1986), enquanto que os cdes com resposta imunoldgica insuficiente
entrardo na fase cronica da doenca.

A fase cronica pode variar de leve a severa. Na severa, ocorre comprometimento
da medula 6ssea com pancitopenia (WALKER et al., 1970); ébito por hemorragias
secunddrias a trombocitopenia, trombocitopatias (HARRUS, 1999) ou infeccoes
secundarias (HUXSOLL et al.,, 1970). Os sintomas mais comuns da fase crdnica sio
depressdo, apatia, perda de peso cronica e emaciacdo, mucosas pélidas, febre, edema
periférico, equimoses e epistaxe, podendo ocorrer infec¢des secunddrias como pneumonia,
glomerulonefrite, insuficiéncia renal, artrite, polimiosite e ataxia (HARRUS et al., 1997).
Os achados hematolégicos na fase cronica sdo similares aos da fase aguda sendo
observados monocitose, linfocitose e trombocitopenia persistente associados a anemia
arregenerativa (ALMOSNY, 2002). A trombocitopenia € o achado mais frequente em caes
experimentalmente e naturalmente infectados (OLIVEIRA et al., 2000), estando associada
principalmente a fase cronica devido ao decréscimo da hematopoiese, que ocorre por
caréncia de megacariocitos (ALMOSNY, 2002). Nesta fase a leucopenia esta presente e a
pancitopenia pode ocorrer em casos avancados, devido a hipoplasia de todas as células
precursoras (ALMOSNY, 2002).

A co-infeccdo com mais de uma espécie erliquial ou com outros hemoparasitas é
comum (RAMOS et al. 2009). Infec¢des simultdneas com vdrios patdgenos transmitidos

por carrapatos sdo possiveis e podem contribuir para o quadro clinico inespecifico em caes
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(EWING et al.,, 1971). De acordo com Gaunt et al. (2010), infeccdes simultaneas ou
subsequentes de A. platys e E. canis podem causar mudancas hematolégicas, bem como
alterar a resposta imune do hospedeiro.

Devido a -caracteristica de localizagdo intracelular, esses microrganismos
dificultam a atuacdo do sistema imune e a resposta humoral torna-se ineficiente. A defesa
do organismo depende quase que exclusivamente da resposta celular para eliminagdo do
agente (HARRUS et al., 1997). Sugere-se que a resposta imune humoral ndo possui um
papel importante na defesa do organismo contra essas infeccdes, ao contrdrio, hipéteses
indicam que ela possa contribuir para a patogénese da doenca ji que a grande producio de
anticorpos pode gerar deposicdo de imunocomplexos (HILDEBRANDT et al., 1973;
HARRUS et al., 1996).

Em determinadas fases da infeccdo, quando as amostras sanguineas tém
resultados negativos de PCR, € possivel detectar os organismos em outros locais. A evasio
da circulacdo tem como objetivo evitar a resposta imune. Estudos recentes sugerem que as
espécies do gé€nero Ehrlichia migram para tecidos conectivos densos (fascias e seus
musculos). Outra hipotese € que, mesmo que formas granulociticas sejam mais comumente
observadas em granuldcitos, elas persistam em células mononucleares de vida longa

(EGENVALL et al., 2000).

2.6 Diagnostico

Muitos sdo os métodos utilizados para o diagnéstico da EMC, tais como, o exame
clinico, hemograma e avaliacdo direta pela observacao de moérulas em leucdcitos, contudo
técnicas mais sofisticadas e que apresentam maior especificidade e sensibilidade tem sido
implementadas para uma maior precisdo no diagndstico, sdo eles: métodos indiretos
através da pesquisa de anticorpos e as técnicas moleculares através da amplificacdo do
DNA e o isolamento em cultivo celular. Melhorias nas técnicas de diagnostico, bem como
conhecimento sobre a doenga e a expansao geografica da sua ocorréncia possibilitaram o

aumento da identificac@o de casos (RIECK, 2011).
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2.6.1 Hematologia e avaliacao do esfregaco sanguineo

A contagem de células sanguineas é um constituinte essencial no diagndstico da
EMC. Na fase aguda, trombocitopenia moderada a severa ¢ um achado hematolégico
distinto. A avaliacdo, no esfregaco sanguineo, do nimero de plaquetas € essencial para
confirmar a presenca real da trombocitopenia, a qual, na fase aguda, é geralmente
acompanhada de leve anemia e discreta reducdo das células brancas (HARRUS; WANER,
2011).

Durante a fase subclinica uma leve trombocitopenia pode estar presente. A
contagem de leucdcitos e eritrocitos também pode estar reduzida, embora estas mudancas
possam ser relativamente leves e dificultar sua percepcao (WANER et al., 1997). Alguns
cdes entram na fase cronica da doenca com uma trombocitopenia geralmente severa e
acompanhada por uma marcada anemia e leucopenia. A pancitopenia, em decorréncia da
hipoplasia da medula Ossea, € a principal caracteristica da forma cronica mais severa
(HARRUS et al., 1997).

Segundo Hildebrandt (1973), a demonstracio de uma tipica morula
intracitoplasmatica em mondcitos praticamente define o diagnéstico da EMC, contudo,
atualmente sabe-se que esta técnica ndo apresenta muita confiabilidade. A deteccdo de
inclusdes podem ajudar no diagndstico de infec¢Oes agudas de EMC, entretanto, a
diversidade de cores, formas e tamanhos encontradas nestas inclusdes requerem muita
atencdo e devem ser acompanhadas por outras técnicas de diagndstico, tais como a
sorologia e/ou técnicas moleculares (DAGNONE et al., 2009).

Para a pesquisa de morulas deve-se realizar esfregaco sanguineo, de preferéncia
da borda da orelha, o mesmo deve ser fixado em &lcool metilico e depois corado. Este
método € considerado pouco eficaz, apresentando cerca de 5% de positividade
(ANDEREG; PASSOS, 1999).

A busca por moérulas € dificil e demanda muito tempo, apresentando sucesso em
apenas 4% dos casos (WOODY; HOSKINS, 1991), sendo observadas principalmente
durante a fase aguda da infeccdo. A evidenciacdo de morulas também é possivel em
esfregacos corados de pungdo aspirativa de medula 6ssea em cdes natural e
experimentalmente infectados (MOREIRA et al., 2003). Dificilmente, as moérulas sdo
encontradas em esfregacos sanguineos corados com May-Grunwald-Giemsa (MGG)

(NAKAGHI et al.,, 2008; RAMOS et al., 2009). A maior parte das inclusdes
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citoplasmdticas permanece circulante por apenas trés dias, dificultando o diagndstico
(EGENVALL et al., 1997).

As espécies de erliquias sdo encontradas em granuldcitos ou em plaquetas dos
esfregacos sanguineos de animais nos estdgios iniciais da doenga. Aquelas espécies que
tém por alvo mondcitos estdo presentes com menor frequéncia nos esfregacos sanguineos
(BREITSCHWERDTET al., 1998).

Plaquetas, granulos linfociticos azurofilicos e material nuclear fagocitado podem
ser confundidos com inclusdes erliquiais. Entretanto, outros organismos erliquiais
pertencentes a familia Anaplasmatacea (E. chaffeensis, N. risticii e E. ruminantium)
também podem infectar mondcitos caninos (BREITSCHWERDTET al., 1998). Dados
epidemioldgicos de prevaléncia de patdgenos erliquiais e seus vetores para determinada
regido geogrifica é que poderdo indicar quais diagnosticos diferenciais podem ser
relevantes e dentre eles quais deverdo ser considerados para a 4rea em particular

(HARRUS; WANER, 2011).

2.6.2 Bioquimica

De acordo com Dagnone et al. (2003), hiperproteinemia, primariamente resultante
da elevacdo das globulinas, é comumente detectada uma a trés semanas apds o inicio da
infeccdo. Essa hiperglobulinemia geralmente persiste por um minimo de 6 a 18 meses apds
0 microrganismo ser eliminado através da terapia adequada (GREENE; HARVEY, 1984).
Hipoalbuminemia concomitante € frequentemente observada e pode ser causada por
diversos fatores tais como: redu¢do da ingestdo proteica, perda de sangue, perda proteica
periférica devido a fluidos inflamatérios edematosos resultantes de vasculite, reducdo da
producdo de proteinas devido hepatopatias concomitantes e proteindria devido a
glomerulonefrite por deposi¢do de imunocomplexos (WOODY; HOSKINS, 1991).

Eletroforese das proteinas do soro podem evidenciar hiperglobulinemia policlonal
e gamaglobulinas nas fases cronicas da infec¢do, mas gamopatias monoclonais também
podem ocorrer. Hiperviscosidade sérica foi identificada em animais com erliquiose cronica
(HARRUS et al., 1996). A hipoalbuminemia observada em todas as fases da doenga pode
agir como mecanismo compensatorio para a hiperglobulinemia, a fim de manter a pressao

oncdtica e evitar o aumento da viscosidade do sangue (WOODY; HOSKINS, 1991).
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Nos estdgios iniciais da doenca, geralmente aparecem proteinas de fase aguda,
conforme foi evidenciado por alteracdes iniciais em alfa globulinas (BURGUEN et al.,
1971). Elevacdes da alanina amino transferase (ALT) e fosfatase alcalina (FAL)
geralmente ocorrem e podem estar acompanhadas de hiperbilirrubinemia moderada,

hiperfosfatemia e azotemia (WOODY; HOSKINS, 1991).

2.6.3 Sorologia

A infeccdo por E. canis resulta no desenvolvimento de anticorpos especificos, que
podem ser observados na circulacdo sanguinea 7 dias (IgM) a 15 dias (IgG) apds a
infeccdo (WANER et al., 2001). Inicialmente os titulos de IgG sdo relativamente baixos,
mas a medida que a infec¢do progride, o aumento do titulo é evidente. Os cdes que se
recuperam da fase aguda ou aqueles que recebem inadequado tratamento progridem para a
fase da infeccdo inaparente (HARRUS et al., 1997). Portanto, altos titulos de anticorpos
em cdes aparentemente normais pode indicar persisténcia da infecc¢ao e estimulo antigénico
cronico (WANER et al., 2001).

Vérios métodos soroldgicos tém sido desenvolvidos para o diagndstico da EMC e
sdo considerados ferramentas valiosas. A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
para anticorpos IgG anti - E. canis é o teste sorologico “padrao ouro”, indicando exposi¢ao
para E. canis. A IgM ndo é considerada um indicador real de exposicdo devido ao
desenvolvimento inconsistente de IgM no curso da doenca (MCBRIDE et al., 2003).

Sabe-se que as varias espécies de erliquias apresentam antigenos em comum,
gerando reagOes cruzadas. Dessa forma, sdo requeridas interpretagdes cuidadosas e
correlagdo dos testes diagndsticos com achados clinicos e epidemioldgicos para evitar
designacgdo incorreta do agente em questdo. Em dreas endémicas, cdes podem apresentar
um alto titulo de IgG para E. canis sem demonstrar a doenga clinicamente, causando um
aumento no nimero de falso-positivos nessas regides (BULLA et al., 2004).

Anticorpos contra varios outros organismos que apresentam reacao cruzada com
E. canis complicam o diagndstico sorolégico da EMC (WANER et al., 2001). A exposicao
para cada espécie deve ser considerada na luz da drea geografica residencial e histérico de
viagens do cdo suspeito. Anticorpos contra E. canis sdo conhecidos para reagir cruzado

com antigenos de N. helminthoeca e N. risticii, e reciprocamente anticorpos caninos para
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N. helminthoeca apresentam reacdo cruzada com antigenos de E. canis (RIKIHISA, 1991).
A RIFI ndo pode discriminar entre anticorpos de E. canis, E. ewingii, E. chaffeensis e E.
ruminantium (CARDENAS et al., 2007). Reacdo cruzada entre anticorpos E. canis e
antigeno de A. phagocytophilum também tem sido documentados ao longo do tempo.

A principal desvantagem dos métodos soroldgicos € a dificuldade de distinguir
uma infeccdo atual de uma exposicdo prévia. A interpretacdo dos resultados de exames
soroldgicos deve considerar o curso da doenga, a reatividade cruzada com outras espécies
de Ehrlichia, infeccdes multiplas com outros agentes transmitidos por carrapatos e,
também, titulos de anticorpos persistentes apds o tratamento.

Existe ainda uma considerdvel variacdo entre laboratérios em relagdo a
interpretacdo de titulos sorologicos (SHAW et al., 2001). Titulos de IgG 1:40 sao
considerados positivos para a exposicdo a E. canis. Para infec¢Oes agudas, sao
recomendados dois testes consecutivos, com intervalo de 7-14 dias, um aumento de 4
vezes em titulos de anticorpos € sugestivo de uma infeccdo ativa. Anticorpos IgG anti -
Ehrlichia persistem por vdarios meses apds o tratamento e eliminacdo da bactéria
(HARRUS; WANER, 2011).

A RIFI tem sido amplamente utilizada para o monitoramento da terapia anti - E.
canis. Na maioria dos cdes, o titulo de anticorpos declina rapidamente e geralmente se
torna negativo 6 a 9 meses apods a terapia. Pode também possibilitar o reconhecimento da
reinfeccdo, que se traduz na rapida ascensao do titulo de anticorpos (MANOEL, 2010).

O teste ELISA comercialmente disponivel (recombinant major antigenic protein 2
(rMAP2)-ELISA, the Immunocomb® (Biogal, Israel) and the Snap® 3Dx assay (IDEXX
Laboratories Inc., USA), por se tratar de um teste qualitativo, sinaliza apenas infeccao
presente ou passada, ndo permitindo avaliar a ascensdo ou o declinio dos anticorpos. Em
baixos titulos, ndo existe correlagdo entre a reacdo de RIFI e a positividade ao teste ELISA
comercial, indicando a maior sensibilidade do primeiro (O’CONNOR et al., 2006;
HARRUS et al., 2002).

O Western blotting € uma técnica mais especifica e pode ajudar a caracterizar o
agente infeccioso através das “impressdes digitais” do perfil da proteina imunogénica. Essa
técnica tem sido utilizada para caracterizar e distinguir entre infec¢des com diferentes
organismos causadores de erliquioses, anaplasmoses ou neoriquetsioses e tem potencial
para resolver dilemas envolvendo reacdes cruzadas. Apresentando sensibilidade

comparavel a RIFI, possui vantagens na objetividade da leitura, pois nao sofre influéncia
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da subjetividade do operador, como ocorre na imunofluorescéncia, porém, a desvantagem ¢
ser uma técnica de elevado custo e necessitar de um maior tempo na realizagdo, além de
requerer tecnologia mais avancada (ANDEREG; PASSOS, 1999).

Resultados conflitantes entre RIFI, ELISA e Western blotting foram observados
em amostras de soros de baixos titulos, e estes resultados podem refletir alta sensibilidade
e baixa especificidade da RIFI associadas com reagdo-cruzada entre agentes do género

Ehrlichia (O’CONNOR et al., 2006).

2.6.4 Cultivo celular

No Brasil, a E. canis foi isolada do sangue de cdes infectados em linhagem de
células DHS82 de casos provenientes do Rio de Janeiro (TORRES et al., 2002), Jaboticabal
(AGUIAR et al., 2007), Sao Paulo (AGUIAR; HAGIWARA; LABRUNA, 2008), Cuiab4,
Londrina, Monte Negro e Presidente Prudente (AGUIAR; ORLANDELLI, 2009) e
Uberlandia (ALVES, 2010).

Estudos recentes demonstraram que as espécies monociticas de Ehrlichia podem
ser cultivadas em linhagens celulares oriundas de seus hospedeiros naturais ou em
linhagens de células de outros mamiferos. A partir de células de um c@o com histiocitose
maligna, foi estabelecida a linhagem continua de células caninas DH82 (cepa Oklahoma).
Keysary et al. (2001) testaram com sucesso a adaptacdo da cepa Israeli em uma linhagem
continua de macréfagos de camundongos (1774.Al).

O cultivo celular visa amplificar o nidmero de corpusculos erliquiais em um
espaco de tempo relativamente curto (MUTANI; KAMINJOLO, 2001). Entretanto, na
rotina clinica, o isolamento por cultivo € laborioso e impraticdvel nos laboratérios de
microbiologia clinica, pois leva de 14 a 34 dias para fornecer resultados, além de
apresentar um alto custo e requerer ambientes e técnicas apropriadas (IQBAL et al., 1994).

Para o sucesso do cultivo devem ser levados em consideragdo alguns pré-
requisitos, tais como: o estigio de infec¢do em que se encontra o animal, a presenca de
linhagens de células especificas ou a necessidade de lavagens peritoniais repetidas, a fim
de se obter as células infectadas. Tanto os macréfagos peritoniais como os mondcitos

circulantes de cdes sdo igualmente susceptiveis a infeccdo por E. canis. As células
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infectadas podem ser detectadas 60 horas apds a inoculacdo, e a replicagdo se torna

evidente dos 12 aos 18 dias (STEPHENSON; OSTERMAN, 1977).

2.6.5 Deteccao molecular

A introducdo de técnicas moleculares para a deteccdo de E. canis tem permitido
um diagndstico rdpido, sensivel e especifico para a erliquiose, nas fases aguda e cronica da
doenca.

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction)
€ capaz de diferenciar as espécies de Ehrlichia pela identificacdo de sequéncias especificas
no DNA da bactéria. A técnica pode ser realizada com vérios genes alvo (16S rRNA, p28,
p30, dsb, VirB9), entretanto o teste de PCR para os gene 16S rRNA e p30 sdo os mais
comumente usados. O fato de que E. canis contém multiplas cépias do gene p30, mas
somente uma copia do gene 16S rRNA, aumenta as chances para a deteccdo do patégeno
quando o alvo € o primeiro (STICH et al., 2008).

A realizacdo de uma PCR, amplificando DNA comum a todas as espécies de
Ehrlichia spp., seguida por sequenciamento, ¢ uma ferramenta util para o estudo
epidemioldgico da infecgdo erliquial em carrapatos e vertebrados (INOKUMA et al.,
2001). Sempre que possivel, fragmentos amplificados pela PCR devem ser sequenciados
para confirmar os resultados e diferenciar espécies de Ehrlichia, particularmente quando a
PCR ¢ aplicada a amostras derivadas de outros animais que nio cdes (HANCOCK et al.,
2001).

A PCR convencional € um método que possui alta especificidade e sensibilidade,
mas possui algumas limitacdes como: a possibilidade de contaminacdo com o brometo de
etidio no processamento pds amplificacdo, os resultados ndo sdo quantitativos e a
discriminacdo € baseada apenas no tamanho do fragmento. Além da possibilidade de
ocorrer resultados falso-positivos, ocasionados por contaminac¢ido do ambiente de trabalho
por DNA amplificado em virtude da alta sensibilidade do método. Estas restricdes podem
ser minimizadas ou até mesmo evitadas com o uso da técnica de PCR em Tempo Real (DO
CARMO & FIORINI, 2007).

Outras técnicas derivadas da PCR tém sido desenvolvidas com o objetivo de

aumentar a sensibilidade desta metodologia, como por exemplo a nested PCR (nPCR),
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RFLP-PCR (restriction fragment length polymorphism) e real time PCR (MURPHY et al.,
1998; WEN et al., 1997; LABRUNA et al., 2007).

Na nPCR utiliza-se como DNA molde o produto oriundo de uma primeira reacao,
obtendo assim, um fragmento menor que o da primeira amplificacdo. Alguns trabalhos
ressaltam que a utilizacdo da nested-PCR aumenta a sensibilidade da técnica (WEN et al.,
1997; MURPHY et al., 1998). A técnica é muito sensivel e especifica para a deteccdo de
E. canis, sendo util para o diagnéstico laboratorial (MURPHY et al., 1998) e para
verificacdo da eficdcia in vivo de antibidticos contra essa infeccdo (WEN et al., 1997). A
nPCR, em virtude da sua sensibilidade elevada, tem sido usado com frequéncia para a
deteccao de E. canis, (WEN et al., 1997; MURPHY et al., 1998; MACIEIRA et al., 2005;
MYLONAKIS et al., 2009), porém, como € realizado em duas etapas, envolve custo e
trabalho adicional e pode ser mais suscetivel a falso-positivos como resultado de
contaminac¢do da primeira etapa.

Uma andlise comparativa entre a PCR (gene dsd) e a nested-PCR (16S rRNA),
realizada em 24 amostras de sangue de cdes naturalmente infectados por E. canis,
demonstrou que as duas técnicas sdo adequadas ao diagnostico da EMC (MACHADO,
2004). As vantagens adicionais da PCR em etapa tnica sdo a reducdo de falso-positivos
devido a contaminacdo por amplicons da primeira etapa e a diminui¢cdo no tempo de
execuc¢do da técnica (ALVES et al., 2005).

A infec¢cdo concomitante de E. canis com outros hemoparasitos é frequente em
regides endémicas. Dessa forma, buscando facilitar o diagndstico das principais
hemoparasitoses caninas, protocolos que detectam mais de um agente etiolégico em uma
mesma reacdo t€m sido desenvolvidos. Kledmanee et al. (2009) desenvolveram um
multiplex de PCR convencional capaz de realizar a deteccdo simultinea de E. canis,
Babesia sp. e Hepatozoon canis em uma mesma amostra de sangue canino.

Infec¢des experimentais indicaram o bago como o local mais sensivel para se
detectar DNA de E. canis durante a fase subclinica da EMC, apoiando a hipé6tese de que os
organismos sdo mais facilmente encontrados nos 6rgdos do que no sangue periférico.
Entretanto, o estudo ndo avaliou caes na fase aguda nem no inicio da fase subclinica, fases
estas em que se encontram em geral, os cdes que recebem atendimento nos hospitais e
clinicas veterindrias (HARRUS et al., 1998a). Gal et al. (2008) ressaltaram que
informacdes comparativas, por PCR, sobre a propagacdo e a presenca de Ehrlichia canis

em diferentes 6rgdos sdo limitadas e se torna dificil devido: a) diferencas na infeccdo
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natural e experimental, b) diferentes fases da doenca, c¢) metodologia de amostragem, d)
natureza dos tecidos avaliados.

A PCR em tempo real vem ganhando espago nos diagndsticos clinicos e nos
laboratérios de pesquisa por apresentar a capacidade de gerar resultados quantitativos,
sendo também denominada PCR quantitativa (qPCR). Essa técnica permite o
acompanhamento da reacdo e a apresentacdo dos resultados de forma mais precisa e répida,
em relagdo a PCR convencional (NOVALIS; PIRES-ALVES, 2004).

A gPCR € mais sensivel do que a PCR convencional além de permitir a
quantificacdo da carga bacteriana. Esta técnica de diagndstico tem sido utilizada para
quantificar a carga de Ehrlichia em caes infectados naturalmente e experimentalmente
(BANETH et al., 2009). A probabilidade de contamina¢do na PCR em tempo real € menor
do que a PCR convencional. Dessa forma, a qPCR vem se tornando rapidamente o método
preferencial para o diagnéstico de E. canis (HARRUS; WANER, 2011).

A deteccdo de E. canis pelo PCR em tempo real torna-se interessante uma vez que
esta técnica oferece rapidez de resultado, pois ndo requer a deteccdo em gel de
eletroforese, necessario na analise da PCR convencional.

NOTOMI et al. (2000) desenvolveram a tecnologia da amplifica¢do isotérmica de
DNA, o LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification), onde é possivel amplificar
sequéncias de DNA com grande especificidade. Em estudo desenvolvido por Chiari
(2010), utilizou-se sequencias especificas do gene dsb (disulfide bond) de E. canis como
alvo e o mesmo mostrou-se altamente especifico. Os testes revelaram uma incidéncia
maior da doenca do que aquela preconizada por autores que utilizam técnicas diagndsticas
tradicionais. O LAMP mostrou-se mais sensivel do que a PCR, e ndo foi necesséria a
extragdo do DNA, além disso, o produto da amplificagdo pode ser observado a olho nu. O
experimento concluiu que a metodologia LAMP possibilita a identificagdo especifica e
com alta sensibilidade de animais infectados, com minima estrutura laboratorial,

viabilizando assim, sua utiliza¢do em clinicas, laboratorios e instituicdes de ensino.

2.7 Tratamento

Entre as drogas eficazes no tratamento para erliquioses, as tetraciclinas e seus

derivados (oxitetraciclina, cloranfenicol, enrofloxacina, imidocarb e doxiciclina) estdo entre

as que tém maiores probabilidades de eliminar o agente (DOYLE et al., 2005) e sao
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utilizadas na terapia tanto de seres humanos como de animais. Dentre elas, a doxiciclina é
considerada a droga de elei¢do no tratamento da erliquiose em todas as suas fases (NEER et
al., 2002). O cloranfenicol é menos eficaz que as tetraciclinas. A enrofloxacina ndo mostrou
valor terapéutico no tratamento de infec¢io experimental por E. canis (NEER et al., 1999).
O dipropionato de imidocarb € bastante eficaz no tratamento da erliquiose, principalmente
em casos de co-infec¢do de duas ou mais erliquias em cdes ou com infec¢do concomitante
por Babesia spp. (BREITSCHWERDT et al., 1998).

Na literatura existem vdrias indicagdes de dosagens e tempo de duragdo do
tratamento da erliquiose utilizando-se a doxiciclina. Os critérios para o tratamento variam
de acordo com a precocidade do diagndstico, da severidade dos sintomas clinicos e da fase
da doenca que o paciente se encontra quando do inicio da terapia. Bartsch e Greene (1996)
recomendam, nas fases agudas, a dosagem de 5 mg/kg duas vezes ao dia durante 7 a 10
dias e nos casos cronicos 10 mg/kg via oral durante 7 a 21 dias. Alguns autores
recomendam prolongar o tratamento por mais de 6 (seis) semanas nos casos de erliquiose
subclinica (HARRUS et al., 1997), caso contrario existe a possibilidade da permanéncia do
agente no animal (IQBAL et al., 1994). Acredita-se que curtos tratamentos com doxiciclina
sejam capazes de negativar a PCR de amostras sanguineas, eliminando completamente os
agentes causadores da infeccdo (BEAUFILS et al., 2002).

Além da antibioticoterapia, tratamentos de suporte devem ser adotados a medida
que se fizerem necessdrios, principalmente em infecgdes cronicas ou que ameacem a vida
do paciente (COHN, 2003). Assim, deve-se corrigir a desidratacdo com fluidoterapia e as
hemorragias devem ser compensadas pela transfusdo sanguinea. Terapia a base de
glicocorticdides associados a antibiéticos pode também ser utilizada nos casos em que a
trombocitopenia for importante e nos casos de infeccdes bacterianas secunddrias
(ANDEREG; PASSOS, 1999).

O prognéstico depende da fase em que a doenga for diagnosticada e do inicio da
terapia. Quanto antes se inicia o tratamento nas fases agudas, melhor o progndstico. Nos
cdes, no inicio da doenca, observa-se melhora do quadro em 24 a 48 horas, ap6s o inicio da
terapia. Em alguns casos, a terapia de suporte inclui também vitaminas e esterdides
anabdlicos (WOODY; HOSKINS, 1991).

A utilizacdo conjunta da detec¢do de anticorpos anti-E. canis pela RIFI e a
deteccao do agente pela PCR permitem uma avaliacdo diagndstica mais precisa. Se 0s

resultados obtidos em ambas as técnicas for positivo ou negativo, os cades sdo infectados ou
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ndo infectados respectivamente. Se a RIFI for positiva e a PCR negativa, em cdes sem
alteracoes clinicas, seria recomendado retirar o tratamento antibidtico e repetir o teste apds
dois meses e, se 0s cdes permanecem assintomaticos, os titulos de anticorpos diminuirem
mais que 16 vezes e a PCR for negativa, o agente foi eliminado do organismo (WEN et al.,
1997).

Nos casos em que a RIFI € negativa, mas a PCR positiva, o tratamento deve ser
indicado mesmo sem alteracdes clinicas até que se torne negativa, pois a infeccdo pode
estar presente (WEN et al., 1997). Caes tratados adequadamente podem permanecer
soropositivos durante ou apds o tratamento, sugerindo resposta humoral continua
(HARRUS et al., 1998b).

Animais tratados com sucesso podem se reinfectar (HARRUS; WANER, 2011).
Em animais que se tornaram soronegativos também pode-se detectar erliquias através da

PCR em aspirado de baco (HARRUS, 1999).

2.8 Prevencao

A prevengdo da doenga tem um cardter de suma importincia nos canis e nos locais
de grande concentracdo de animais. Para tanto, produtos acaricidas ambientais e de uso
topico sdo eficazes desde que seja realizado o manejo correto.

Todo animal que entre em uma propriedade ou canil, deve ser mantido em
quarentena e tratado para carrapatos. Caso seja positivo para Ehrlichia sp., devera ser
tratado antes de ingressar na criacdo, sendo que nas dreas endémicas, o fluxo de cdes deve
ser minimo e quando ocorrer, recomenda-se tratar o animal com doxiciclina por um
periodo de 1 més (DAVOUST, 1993).

Woody e Hoskins (1991) propdem o tratamento de animais provenientes de dreas
endémicas de dificil controle de carrapatos, com doses terapéuticas de doxiciclina por mais
de uma geracdo do carrapato transmissor, fazendo com que haja uma diminui¢do dréstica
das infec¢des erliquiais.

O controle da infestagdo por carrapato pode ser feito através de banhos de
imersdo. Ainda existem coleiras anti-pulga e anti-carrapatos que podem reduzir a
reinfestacdo, mas ainda ndo se comprovou sua confiabilidade. Quando o animal é

submetido a banhos de imersdo, esses devem ser repetidos a cada 15 dias, em casos de
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grandes infestacdes. Os produtos mais utilizados nestes banhos incluem os piretréides
(TILLEY; SMITH, 2003)
A prevencao da erliquiose consiste basicamente no controle de carrapatos, pois até

o momento nenhuma vacina eficaz foi desenvolvida (HARRUS; WANER, 2011).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Execucao

O presente trabalho foi desenvolvido no municipio de Patos/PB. Os testes de
diagnostico foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular do Semidrido, da
Unidade Académica de Medicina Veterinaria no Centro de Satide e Tecnologia Rural da
Universidade Federal de Campina Grande, Campus Patos — PB, no laboratério da Biogene
Ind. & Co. Ltda, localizado na incubadora de empresas da Universidade Federal de
Pernambuco, campus Recife e no Laboratério de Doencas Infecciosas da Universidade

Federal do Mato Grosso, campus de Cuiab4.

3.2 Caracterizacao da Area

O municipio de Patos esta situado a uma altitude média de 242 m acima do nivel
do mar, distando em aproximadamente 300 km de Jodao Pessoa, a capital do Estado.
Apresenta clima semidrido, com drea de 513 Km? e populacdo de 100.674 habitantes. A
temperatura média é de 32°C, umidade relativa média do ar de 55% e precipitagdao

pluviométrica média anual de 700 mm e (IBGE, 2010).

3.3 Analise Estatistica

3.3.1 Amostragem

Para o cdlculo do nimero amostral foram considerados os parametros: (a)
prevaléncia esperada; (b) erro absoluto e (c) nivel de confianca, de acordo com a férmula

para amostras aleatdrias simples (NOORDHUIZEN et al., 1997; THRUSFIELD, 1995):

n=2722xP(l - P)/d2
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Onde:

n = nimero de animais a serem utilizados

Z = valor da distribui¢ao normal para o nivel de confianca de 95% — Z =1,96
P = prevaléncia esperada — P = 50%

d = erro absoluto — d = 10%

3.3.2 Analise dos resultados

A andlise dos fatores de risco foi efetuada em duas etapas: andlise univariada e
andlise multivariada. Na andlise univariada, as varidveis que apresentaram um valor de p <
0,2 pelo teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando indicado, foram
selecionadas para andlise multivariada, utilizando-se a regressdo logistica multipla
(HOSMER; LEMESHOW, 2000). O nivel de significncia adotado na andlise multipla foi
de 5%. Todas as andlises foram realizadas com o programa BioStat disponivel em:

<http://www .biostats.com.au/DAG_Stat/index.html>

3.4 Questionario Epidemiolégico

No momento da coleta os proprietdrios dos cdes responderam a um questionario
epidemioldégico que foi elaborado com o objetivo de verificar a auséncia ou presenga de
algumas préticas e condi¢des que pudessem atuar como possiveis fatores de risco para a

ocorréncia da erliquiose canina (Anexo).

3.5 Obtencao das Amostras

Fizeram parte do experimento 100 caes de diferentes faixas etarias, machos e
fémeas, com ou sem carrapatos, provenientes de diferentes bairros da cidade, coletados
aleatoriamente. A colheita do material bioldgico foi realizada por venopuncdo cefélica, em
um total de 5 ml de sangue, com o auxilio de seringa de 5 ml BD e agulhas 25 X 8 mm
BD. O sangue coletado foi depositado imediatamente em tubo de ensaio plastico contendo
o anticoagulante citrato de sodio (4%).

Apb6s a coleta, o material foi encaminhado para o Laboratério de Biologia
Molecular do Semidrido, da UFCG, campus de Patos — PB. A amostra foi mantida sobre

refrigeracdo overnight para separacdo de aliquota do plasma para realizacdo da Reacdo de


http://www.biostats.com.au/DAG_Stat/index.html
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Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), e do sangue total para extracdo de DNA e realizacao
de PCR e qPCR. As amostras foram identificadas individualmente e congeladas a -20°C,

até a realizacdo dos exames.

3.6 Extracao de DNA

A extragdo de DNA das amostras de sangue foi realizada por meio de reagente
comercial, a base de fenol e tiocianato de guanidina (Brazol® — LGC Biotecnologia). Foi
adicionado 1ml do reagente para cada 300 uL de amostra. Os tubos foram agitados com
auxilio de agitador tipo vortex e 250 puL de cloroférmio gelado foram adicionados. As
amostras foram centrifugadas em 12.000g (aproximadamente 10.000 rpm) a 4°C, por 15
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para novos tubos contendo 500 pL de
etanol absoluto gelado. Os tubos foram homogeneizados por inversdo. As amostras foram
centrifugadas por 20 min. O pellet foi lavado 2X com 1 ml de etanol 70%. O pellet foi
secado a temperatura ambiente. Para a realizacdo da dosagem de DNA, o pellet foi
dissolvido em &gua ultrapura ou tampao TE 1X estéril (50 ul) e quantificado através de
leitura em espectrofotdmetro UV/visible de mono haz 230 - 650 nm — Biophotometer plus

(Eppendorf® ).

3.7 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A sorologia foi efetuada por meio da técnica de Reagcdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), de acordo com Ristic et al. (1972).

Monocamadas de células DH82, inoculadas com a cepa Jaboticabal de E. canis,
apresentando 80-90% de infeccdo, foram desprendidas da garrafa com auxilio de
raspadores apropriados. A suspensdo de células foi centrifugada a 4000g por 5 minutos.
Desprezado o sobrenadante, as células foram ressuspendidas na concentracao de 10.000
células por mililitro em solucdo tampao fosfato (PBS pH 7,2 Na,HPO, 8.4 mM, NaH,PO,
1.8 mM, NaCl 0,147M). Foram adicionados 10ul da solugdo em cada orificio das laminas
para imunofluorescéncia, sendo as mesmas secadas em temperatura ambiente por duas
horas, com posterior fixacdo em acetona por 10 minutos e estocagem a -20°C até o

momento do uso.
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O ponto de corte estipulado para a RIFI foi a diluicdo de 1:40, conforme adotado
por McBride et al. (2001). Os soros foram aplicados as laminas com antigeno previamente
fixado, sendo incubados por 30 minutos a 37° C em cdmara imida. Em seguida, foram
realizadas duas lavagens, com durag¢do de 10 minutos cada, em PBS 7.2. Apds a secagem
em temperatura ambiente, foi adicionado conjugado de coelho anti-IgG de cdo (Sigma-
Aldrich®) na diluicdo de 1:32. Novamente as ladminas foram incubadas a 37° C por 30
minutos e lavadas conforme descrito acima. Apds a secagem, aplicou-se glicerina pH 8,5
em cada lamina e estas foram examinadas em microscopio de epifluorescéncia BX41
(OLIMPUS®).

Os soros controles positivo e negativo foram cedidos pelo Laboratério de Doencgas
Infecciosas da Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT), na pessoa do professor

Daniel Moura Aguiar.

3.8 Reacdao em Cadeia pela Polimerase convencional (PCRc)

As amostras de DNA foram testadas por PCR convencional para a presenga de E.
canis com primers que amplificam a regidao do gene 16S rRNA, conforme protocolo
descrito por Sambrook (2003). A sequéncia dos primers utilizados sdao EC 01 (5°-
GTGGCAGACGGGTGAGTAAT-3’) e EC 02 (5’-CGTTGTTCGGAATTATTGGG-3").

Para a primeira etapa a reacdo foi composta por 1,0ul do DNA da amostra em 5,0
ul de tampao da PCR (PCR buffer 10X — 100mM Tris-HCI, pH 9,0, 500mM KCI), 0,2mM
de cada desoxinucleotideo (dTTP,dATP, dGTP, dCTP), 1,5mM de Cloreto de Magnésio
(MgCl,), 0,5 uM de cada primer, previamente sintetizado, 1U de Taqg DNA polimerase
(Bio Labs®) recombinante e dgua ultra-pura q.s.p 20 pl. As reagdes de amplificagdo foram
conduzidas em termociclador. A amplificacdo consistiu em um ciclo inicial a 94°C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, 56,4° C por 30
segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto, e uma extensao final a 72 °C por 5 minutos.

Ap6s a termociclagem, SuL de cada reagdo foi adicionada a 1 pL de Blue green
Loading dye I (LGC®) e em sequéncia aplicados em gel de agarose a 1,2 % e submetidos a
eletroforese em cuba horizontal e tampao TBE 0,5 X (Tris base 1M, acido borico anidro
IM e EDTA sdédico di-hidratrado 20 mM). As bandas amplificadas foram visualizadas em
transluminador ECX 20.M (Vilber Lourmat®).
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3.9 Reacao em Cadeia pela Polimerase em tempo real (qPCR)

A amplificacao em tempo real foi composta de duas etapas. Para a primeira reacao
os seguintes reagentes foram utilizados: 6 uL de SYBER Green Rox Plus (LGC®), 0,5 uL
de cada primer especificos para um gene de mdltiplas copias (informagdo confidencial para
pedido de patente) de E. canis, na concentracdo de 2 uM, 1uL de DNA de cada amostra e
SuL de dgua ultrapura. A termociclagem consistiu em um ciclo inicial a 95° C, durante 15
segundos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, 62° C por 15

segundos e extensdo a 72 °C por 15 segundos e uma extensao final a 65 °C por 20 minutos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou a prevaléncia da infeccdo por Ehrlichia canis em caes
domiciliados da cidade de Patos, PB.

Entre as 100 animais testados pela RIFI, 65% possuiam anticorpos anti-E. canis,
demonstrando a alta prevaléncia da doenca no municipio (Figura 1). Resultado semelhante
foi obtido por Azevedo et al. (2011) em um levantamento em caes atendidos no Hospital

Veterinario do Campus da UFCG.

B Reagente

® Nio reagente

Figura 1- Prevaléncia de anticorpos anti - Ehrlichia canis em
caes no municipio de Patos, PB — 2011.

A erliquiose canina possui ampla distribuicdo mundial com prevaléncia elevada
principalmente em regides de clima quente (COHN, 2003). O clima quente predominante
na cidade de Patos € um fator que contribui bastante para a disseminacdo do carrapato
(AZEVEDO et al., 2011).

Em Belo Horizonte/MG, Moreira et al. (2003) encontraram 59.6% de positividade
e em Jaboticabal/SP, Nakaghi et al. (2008) obtiveram uma taxa de 63.3%. Na Bahia foram
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observadas prevaléncias de 36% e 35,6% na microrregiao de Ilhéus-Itabuna e Salvador,
respectivamente (CARLOS et al., 2007; SOUZA et al., 2010). Resultados inferiores foram
relatados no Parand (23%) (TRAPP et al., 2006), em Rondonia (31,2%) (Aguiar, 2006), e
em Cuiabd (42.5%) (SILVA et al.,, 2010), em Campos dos Goytacazes (13,9%)
(ALBERNAZ et al., 2007). A diferenca de prevaléncias da infec¢do também pode estar
relacionada as diferencas na populacido de cdes estudada, nas diferencas geogréficas, na
exposicdo ao vetor e no método diagndstico utilizado (SOLANO-GALLEGO et al., 2006;
RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2005).

A sorologia é uma ferramenta bastante utilizada para investigacao epidemioldgica
de diversas enfermidades, mas sua inabilidade para distinguir entre infec¢do atual e
exposicdo prévia € amplamente reconhecida como uma desvantagem deste teste
(MURPHY et al., 1998). A RIFI indica apenas que houve ou ha a infec¢do no animal, ndo
sendo capaz de identificar a espécie envolvida, decorrente da presenca de reagdes cruzadas
entre as espécies de Ehrlichia spp. (WANER et al., 2001). Os testes soroldgicos (dot-
ELISA e RIFI) sdo os métodos mais comumente utilizados para diagndstico veterinério.
Entretanto, o fato do animal ser soropositivo também ndo significa que ele esteja doente,
mas com a realizac¢do de testes moleculares, como a PCR, pode-se chegar a um diagndstico
conclusivo (CARLOS et al., 2011).

Foram considerados positivos todos os animais que emitiram fluorescéncia a
partir da diluicdo 1:40. Os 13 animais que apresentavam titulos maiores ou iguais a 2.560
sdo altamente sugestivos de infec¢do atual ou persistente, se o animal ndo tiver sido
tratado. Caes com infec¢do cronica frequentemente tem altos titulos de anticorpos que
persistem apds o tratamento. Em um estudo prévio 5 de 61 caes com erliquiose tinham
titulos mais baixos que 1:40 (FRANK; BREITSCHWERDT, 1999).

Altos titulos de anticorpos podem estar relacionados a cronicidade da doenca e
tipo de resposta aberrante ao antigeno (WANER et al., 2001) e sdo originados pelo
estimulo antigénico prolongado causado pela infec¢ao persistente, resultando na produgao
de imunoglobulinas pelos plasmocitos (PERRILE; MATUS, 1991).

A persisténcia de altos titulos de anticorpos para E. canis pode indicar infec¢do
nio debelada, reinfeccio ou simplesmente pode ser indicativa de infeccdo passada
(FRANK; BREITSCHWERDT, 1999; WANER et al., 2001), mas seria necessaria a
realizacdo de testes soroldgicos pareados para indicar a soroconversdao ou a remissao dos

titulos (HARRUS et al., 2002; NEER et al., 2002).
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Pela técnica de PCR convencional, houve amplificagdao do gene 16S rRNA de E.

canis em 84% dos caes (Figura 2).

PM CN CP 107 85 80 69 106 27 137

1500pb
500pb

Figura 2: Produtos da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) com
primers especificos para Ehrlichia canis.

PM: Peso Molecular; CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo;
Setas pretas: amostras positivas; Amostras 27 e 137: amostras
negativas.

Resultado semelhante (63.1%) foi observado por Mylonakis et al. (2010). Outros
trabalhos evidenciando a alta taxa de positividade pela PCR foram demonstrados por foi
observado por: Rodrigues-vivaz et al., (2005) com 44.1% e Ueno et al. (2009) com 40%.
Resultados inferiores foram obtidos por Bulla et al. (2004) com 30.9% e Macieira (2005)
com 32.1%, Santos et al., (2009) com 25.4% e Alexandre et al. (2009) com 22%. Estas
variacdes podem ser atribuidas aos protocolos utilizados e aos fatores ambientais
envolvidos na epidemiologia da erliquiose nas regides estudadas (SOUZA, et al., 2010).

O teste de PCR pode ser uma alternativa mais sensivel aos testes de diagndsticos
ja existentes, além de ser de mais rdpida execug¢do e seguro, permitindo a deteccao
especifica do agente infeccioso, entretanto nio distingue portadores soropositivos cronicos
de E. canis de caes soropositivos ndo infectados (MCBRIDE et al., 1996).

A técnica de qPCR detectou DNA erliquial em 95% das amostras analisadas. Em
estudo desenvolvido por NDIP (2005), 16% (17/104) dos caes apresentaram DNA erliquial
na real time PCR, sendo 15 deles DNA de E. canis. Outros estudos também tém relatado
PCR positiva para cdes nos quais ndo foram detectados anticorpos no soro (MURPHY et

al.,, 1998; LIDDELL et al., 2003). A PCR poderd ser negativa em casos de infecgdes
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passadas ou quando os niveis de DNA erliquial estiverem abaixo dos limites detectdveis
por esta técnica.

Apenas 1 amostra foi positiva na RIFI e negativa nas técnicas PCR e qPCR,
sugerindo a ocorréncia de reacdo cruzada ou de uma fase cronica da infec¢do (Tabela 2).
Das 100 amostras avaliadas, apenas 1 delas foi negativa nos trés testes, sendo este
considerado o unico animal verdadeiramente negativo. A diferenca na concentracdo dos
microrganismos nas amostras de soro e o uso de diferentes métodos de extragdo de DNA

também podem gerar resultados discrepantes (MYLONAKIS et al., 2010).

Tabela 2: Associacdo das técnicas de RIFI, PCR e da qPCR a partir das 100 amostras
de sangue canino.

TECNICAS PCR convencional PCR em tempo real
Negativos Positivos Negativos Positivos
RIFI Negativos 4 31 1 34
Positivos 12 53 4 61
Total 16 84 5 95

RIFI: reagdo de imunofluorescéncia indireta; PCRc: PCR convencional; qPCR: real time

PCR quantitativo.

Cerca de 30% dos caes negativos na sorologia foram positivos nas técnicas
moleculares. Através da associagcdo entre a RIFI, PCR e a qPCR foi possivel identificar
uma alta porcentagem de animais infectados com E. canis, onde varios ainda eram
soronegativos. 51% (51/100) das amostras foram positivas nos trés testes, indicando uma
alta taxa de infeccdo na area estudada. IQBAL et al. (1994) e WEN et al. (1997) relataram
previamente que a PCR possuia sensibilidade e especificidade superior a sorologia. Alguns
autores t€m sugerido a utilizacdo da combinacdo da RIFI e PCR no diagndstico da
erliquiose canina, indicando que estes testes sdo mais sensiveis para detectar a infeccao em
diferentes estagios.

A diferenca no nimero de caes soropositivos € no nimero de caes positivos pela
PCR tem uma possivel explica¢do: animais infectados geralmente nao apresentam sinais

clinicos da doenca, ou ainda, alguns dos animais positivos podem ter evoluido para cura
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enquanto ainda continham quantidades detectdveis de anticorpos anti-E-canis (HARRUS
et al., 1998a).

Dos 35 animais negativos na RIFI, 34 (97,1%) deles foram positivos na qPCR,
indicando possivelmente um animal em fase aguda. Animais infectados mais recentemente
podem nio ter soro-convertido e, portanto, serem negativos na RIFI (WANER et al., 2001;
NEER et al., 2002). Casos hiperagudos podem ser positivos na PCR sem resposta de
anticorpos, para os quais testes moleculares detectam a presenca do agente antes mesmo da
resposta imunoldgica ocorrer (CARLOS et al., 2011).

Entre os 84% dos animais positivos na PCR convencional para E. spp., 96,4%
(81/84) foram também positivos na PCR em tempo real para E. canis. Os resultados podem
ser observados na tabela 3. Associando-se as duas técnicas foi possivel verificar que 99%
das amostras sdo positivas. Alguns dos caes estudados possivelmente sofreram uma EMC
clinica, recuperaram-se da doenga e apresentaram anticorpos para E. canis durante o teste,
enquanto outros sdo provaveis portadores de doenca subclinica (WANER et al., 1997;
HARRUS et al., 1998b). Por outro lado, algumas amostras positivas podem ser reagao
cruzada com outra espécie de Ehrlichia. Existem descri¢des de co-infecgdes por patégenos
transmitidos por carrapatos de caes da China (HUA et al., 2000), no Caribe (YABSLEY et
al., 2008), Venezuela (SUKSAWAT et al., 2001), e Brazil (SANTOS et al., 2009). A alta
prevaléncia de A. platys combinada com E. canis € devido ao fato de que o R. sanguineus é
vetor de ambas espécies. A A. platys € comumente encontrada na mesma area geogréfica
que E. canis (YABSLEY et al., 2008).

Na fase aguda, a Ehrlichia pode ser facilmente detectada no sangue, enquanto que
na fase subclinica e cronica, os tecidos mais apropriados para confirmar o diagndstico sao
o baco e a medula 6ssea, respectivamente (HARRUS et al., 1998a,b; MYLONAKIS et al.,
2004). Segundo Rotondano et al. (2012), o sangue total foi a melhor fonte de DNA para
detectar Ehrlichia e Anaplasma do que fracdes sanguineas de mononucleares, granuldcitos

e codagulo sanguineo.
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Tabela 3: Resultados obtidos a partir da amplificacdo do gene 16S rRNA por PCR
convencional e PCR em tempo real, sendo a primeira considerada a técnica padrao-ouro.

TECNICAS PCR em tempo real
Negativos Positivos Total
PCR convencional Negativos 2 14 16
Positivos 3 81 84
Total 5 95 100

3,57% (3/84) dos animais positivos na PCR convencional (género-especifica),foram
negativos na PCR em tempo real para E. canis. Uma das possibilidades para este resultado
negativo € a infec¢@o por outra espécie do género Ehrlichia ou Anaplasma.

Co-infec¢do com Ehrlichia e Anaplasma é citada por Huang et al. (2005), Unver et
al. (2001), Arraga-Alvarado et al. (2003), Suksawat et al. (2001), Buller et al. (1999) e Hua
et al. (2000).

Dos 95 animais positivos na PCR em tempo real, 14,73% (14/95) foram negativos
na PCR convencional, sugerindo que as amostras continham baixa concentracdo de DNA
erliquial; A PCR em tempo real é mais sensivel que a técnica convencional, capaz de
detectar baixas quantidades de DNA. Em Rondonia e Sao Paulo, Labruna et al. (2007)
testaram amostras de carrapatos, capivaras e sangue de cdes e humanos com histérico de
picada de carrapatos. Em 60% (3/5) dos caes testados havia DNA erliquial e a PCR em
tempo real foi capaz de identificar o minimo de 10 cépias do gene dsb de E. canis. A
sensibilidade mais baixa da PCR pode ser justificada por dois fatores: a) o gene alvo
utilizado 16S rRNA possui cOpia tnica e o gene utilizado para a PCR em tempo real tem
multiplas copias; b) caracteristicas intrinsecas da qPCR, como o uso de fluorocromos,
aumentam a sensibilidade da técnica.

Quando as técnicas foram comparadas para avaliar sensibilidade e especificidade,
o indice Kappa apresentou grau de concordancia fraco (tabela 4). No caso das técnicas
moleculares, isso pode ser justificado pela capacidade da qPCR em detectar baixas
quantidades de DNA e do gene utilizado como alvo ter uma maior nimero de cdpias
quando comparado ao da PCRc. Em relagdo a sorologia, deve-se provavelmente a reagoes

cruzadas ou co-infecgdes.



44

Tabela 4: Associagdo estatistica entre as técnicas RIFI, PCR e real time PCR no
diagnéstico da erliquiose monocitica canina.

Sensibilidade Especificidade Valor Kappa
RIFI x PCRc 81,54% 11,43% -0,08
RIFI x qPCR 93,85% 2,86% -0,04
PCRc x qPCR 96,43% 12,5% 0,12

Na andlise univariada dos fatores de risco para a infeccdo por E. canis foram
selecionadas as varidveis: idade do animal, raga, alimentacdo, contato com silvestres,
contato com galinhas, ambiente de criacdo, vacinacdes e vermifugacao (tabela 5). Apds a
andlise multivariada as varidveis identificadas como fatores de risco foram a idade do
animal (odds ratio = 1,6869/ IC 95% = 1,15 - 2,48/ p = 0,1272) e o ambiente de criagdo
(odds ratio = 2,2596/ 1C 95% = 1,02 - 4,99/ p = 0,0391) (tabela 6). Dos 65 animais
positivos para a sorologia, 56 deles apresentavam histérico de carrapatos. Segundo Trapp
et al. (2006), o parasitismo por R. sanguineus tem sido apontado como principal fator de

risco para a erliquiose monocitica canina.

Tabela 5- Andlise univariada de fatores de risco associados com a soropositividade para
Ehrlichia canis em 100 cdes do municipio de Patos, Paraiba.

Variavel Categoria Total de Soropositivos Valor de p
animais (%)
Grau de
escolaridade do Analfabeto 13 10 (76,9%)
proprietério 1° grau incompleto 24 16 (66,6%)
1° grau completo 23 14 (60,8%)
2° grau incompleto 15 7 (46,6%) 0,4071
2° grau completo 18 13 (72,2%)
3° grau incompleto 1 0 (0,0%)
3° grau completo 6 3 (50%)
Renda familiar do
proprietério Menos de 2 saldrios 63 43 (68,3%)
minimos 30 19 (63,3%) 0,4973
2 a 4 saldrios 4 2 (50%)
minimos 3 1 (33,3%)
5 a 6 saldrios
minimos

Mais de 6 salarios
minimos
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Variavel Categoria Total de Soropositivos Valor de p
animais (%)
Sexo do animal Macho 52 35 (67,3%)
Fémea 48 30 (62,5%) 0,6706
Idade do animal* 6 — 12 meses 19 12 (63,2%)
12 — 24 meses 24 13 (54,2%)
24 — 48 meses 18 11 (61,1%) 0,1272
4 — 6 anos 23 17 (73,9%)
Acima de 6 anos 16 12 (75%)
Raca do animal* Sem raga definida 70 48 (68,6%)
Com raga definida 30 17 (56,7%) 0,2527
Tipo de Criagdo Domiciliar 80 52 (65%)
Semi-domiciliar 9 7 (77,8%) 0,7921
Solto 11 6 (54,5%)
Alimentagao* Ragdo comercial 15 8 (53,3%)
Alimento preparado 59 43 (72,9%) 0,1401
em casa 26 14 (53,8%)
Ambos
Contato com Sim 72 49 (68,1%)
animais Niao 28 16 (57,1%) 0,5094
Contato Equideos Sim 1 0 (0,0%)
Nao 99 65 (65,7%) 0,35
Contato com Sim 6 6 (100,0%)
Silvestres* Nao 94 59 (62,8%) 0,0884
Contato com Felinos Sim 42 25 (59,5%)
Nao 58 40 (68,9%) 0,4628
Contato com Sim 51 32 (62,7%)
Caninos Nio 49 33 (67,3%) 0,7371
Contato com Suinos Sim 2 2 (100,0%)
Nao 98 63 (64,3%) 0,5404
Contato com Sim 8 6 (75%)
Galinhas* Nio 92 59 (64,1%) 0,2549
Ambiente de Terra 32 23 (71,9%)
criacao* Cimento 48 26 (54,2%) 0,0391
Ambos 20 16 (80%)
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Variavel Categoria Total de Soropositivos Valor de p
animais (%)
Limpeza do Sim 85 55 (64,7%)
ambiente Nao 15 10 (66,7%) 0,7651
Frequéncia de Diaria 15 10 (66,7%)
Limpeza do Semanal 70 44 (62,9%)
Ambiente Quinzenal 14 10 (71,4%) 0,5246
Mensal 1 1 (100,0%)
Vacinagao Sim 79 50 (63,3%)
Nao 21 15 (71,4%) 0,6098
Quais Vacinas* Anti-rabica 22 15 (68,2%)
Contra viroses 68 46 (67,6%) 0,2732
Ambas 10 4 (40%)
Vermifugacdo* Sim 47 27 (57,4%)
Nao 53 38 (71,7%) 0,1480
Historico de Sim 87 55 (63,2%)
carrapatos Nio 13 10 (76,9%) 0,5342

*Variavéis selecionadas para analise multivariada.

Tabela 6- Resultado da analise de regressao logistica multipla para os fatores de risco
associados com a soropositividade para Ehrlichia canis em 100 caes do municipio de
Patos, Paraiba.

Variavel P valor Odds ratio 1C 95%
Idade do animal (1 a 2 anos) 0,0079 1,6869 1,15-2,48
Ambiente de criacdo (cimento) 0,0437 2,2596 1,02-4,99

Animais que apresentavam idade entre 12 e 24 meses foram os de maior
positividade. Este resultado é semelhante ao estudo realizado por Faierstein et al. (2008),
que verificou que a maior prevaléncia da erliquiose canina no municipio de Aracaju,
Sergipe, era em caes jovens (36,2% tinham entre 0 e 1 ano). Em trabalho realizado por
Ueno et al. (2009) os resultados revelaram maior frequéncia (65%) de animais positivos
com idade até 12 meses. Segundo o autor, estes valores indicam maior risco dos animais,
nessa faixa etdria, de contrairem a infec¢do e apresentarem o agente circulante, decorrentes

de uma alta contaminag¢do ambiental por carrapatos, que ocasiona exposi¢do ao agente
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ainda nos primeiros meses de vida. Esses cdes jovens possivelmente se apresentavam na
fase aguda da doenga. Por outro lado, os cdes acima de 12 meses que foram positivos na
PCR possivelmente correspondiam, em sua maioria, a reativacdo da infec¢do na fase
cronica. Resultado diferente foi observado por Azevedo et al. (2011) que perceberam
maior frequéncia de anticorpos anti-E. canis conforme o aumento da idade dos caes,
embora ndo tenha havido diferenca significativa (P>0,05) entre as faixas etdrias. Segundo
0s autores, animais mais velhos apresentam maiores chances de entrar em contato com o
agente em funcdo da idade, somado ao fato de animais mais jovens estarem sob maior
cuidado pelos seus proprietarios, diminuindo a exposi¢do ao vetor. Uma maior prevaléncia
em cdes mais velhos também foi obtida por Conde et al. (2007) em estudo conduzido em
cdes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Paulista (UNIP), em Campinas-SP
e por Baneth et al. (1996) que relataram, em Israel, maior prevaléncia de erliquiose em
cdes adultos e idosos, associando a um maior tempo de exposi¢do ao vetor € maior
susceptibilidade para os caes idosos.

O outro fator de risco apontado pela andlise foi a manutencdo dos animais em
ambientes fechados e/ou de cimento. No ciclo de vida dos carrapatos, os ovos sdo
depositados em locais escondidos, como rachaduras e fissuras nas paredes, entre rochas e,
as vezes, quase dentro do chdo. Eles também podem ser encontrados andando sobre
paredes externas das casas, no terreno (entre as pedras) e dentro de fendas e rachaduras.
(BARROS-BATTESTI et al., 2006). Uma vez ingurgitadas, as fémeas se desprendem do
hospedeiro para o ambiente, onde procuram locais escondidos, com temperaturas mais
frescas e umidade elevada. Portanto, além de vetores, os carrapatos sdo verdadeiros
reservatorios da riquétsia na natureza, uma vez que todas as fases evolutivas, no ambiente,
sdo capazes de permanecer infectadas meses ou anos a espera do hospedeiro, garantindo
um foco endémico prolongado. Como regra geral, pode-se dizer que quanto maior a
densidade populacional de hospedeiros, maior serd a populacdo de carrapatos. Por esta
razdo, nos ambientes silvestres, com o minimo de interven¢do humana, as populacdes de
carrapatos tendem a ser mais baixas, ja que a densidade de hospedeiros (entendida aqui
como oferta de alimento para os carrapatos) vai ser significativamente menor (SAO

PAULO, 2004).
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5 CONCLUSOES

A Ehrlichia canis apresenta uma alta prevaléncia no municipio de Patos-PB e,
quando comparadas a sorologia, a PCR e a qPCR foram eficientes na identificacdo de
casos agudos e cronicos. Os proprietdrios devem ter uma maior atencio em animais
mantidos em ambiente de cimento e com faixa etdria entre 1 e 2 anos, pois estes fatores

aumentam a possibilidade dos caes serem acometidos pela doenca.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
UNIDADE ACADEMICA DE MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE PATOS

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO - N°

1 DADOS DO PROPRIETARIO

1- Nome:
2- Endereco: | Cidade:
3- Bairro: | CEP:
4- Telefone:
5- Grau de escolaridade: () Analfabeto
() 1° grau incompleto
() 1° grau completo
() 2° grau incompleto
() 2° grau completo
() 3° grau incompleto
() 3° grau completo
6- Renda familiar ( ) Menos de 2 saldrios minimos
( ) 2 a4 salarios minimos
() 5 a 6 salarios minimos
() Mais de 6 saldrios minimos
I1 DADOS DO ANIMAL
7- Nome:
8- Sexo: ( ) Macho ( ) Fémea
9- Idade: () 6—12 meses
() 12 —24 meses
()24 — 48 meses
( )4 -6 anos
( ) Acima de 6 anos
10- Raca: ( ) Sem raca definida
( ) Com raga definida
Qual?
11T MANEJO
11- Tipo de criagdo: () Domiciliar
( ) Semi-domiciliar
( ) Solto
12- Alimentagdo : ( ) Ragdo comercial
( ) Alimento preparado em casa
( ) Ambos

Que ragdo?
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13- Tem contato com outros animais? () sim

( )nao

14 — Se sim, com quais?

( ) Eqiiideos () Silvestres ( ) Felinos ( ) Caes ( ) Suinos

15- Existem outras formas de contato? ( ) Animais em casa

( ) Vizinhos tem animais

( ) O seu animal vai ao petshop

( ) Passeios constantes

16- Qual o ambiente onde o animal é criado?

() Terra ( ) Cimento ( ) Terra/cimento

17- E realizada limpeza ou desinfeccio do local?

() Sim ( ) Nao
18- Com que freqiiéncia?
( ) Diaria ( ) Semanal () Quinzenal ( ) Mensal
19- O animal tomou alguma vacina?
() Sim ( )Nao
20- Se sim, quais?
() Anti-rabica ( ) Contra viroses () Ambos

21- O animal j4 foi vermifugado?
() Sim ( ) Nao

22- Se sim, quando?

23- O animal apresenta ou j4 apresentou carrapatos?

() Sim ( ) Nao

IV EXAME FiSICO

- Aspecto geral do animal:




